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16s rRNA测序联合代谢组学技术探究逍遥抑激汤
治疗 IBS-D的作用机制
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【摘 要】目的：通过 16s rRNA 测序联合代谢组学探讨逍遥抑激汤治疗腹泻型肠易激综合征（diarrhea-predominant irritable 
bowel syndrome，IBS-D）的作用机制。方法：招募 10例就诊于陕西省中医医院且符合纳入标准的 IBS-D患者，收集患者逍遥抑

激汤治疗前后的粪便样本，进行 16s rRNA测序，多样性分析肠道菌群组成和群落结构的差异，筛选差异性菌群；通过粪便代谢

组学分析筛选分析差异性表达代谢产物和通路。结果：IBS-D患者在逍遥抑激汤治疗后，门水平上肠道菌群中的厚壁菌门、

变形菌门、放线菌门、拟杆菌门发生明显改变，厚壁菌门明显上调，属水平上巨单胞菌、志贺氏埃希氏菌、双歧杆菌、普拉梭

菌是优势菌群，多样性分析表明治疗后肠道菌群物种丰富度减低，但均匀度和多样性均增加，群落结构和组成基本一致，

Negativicutes、韦荣球菌属是组间具有统计学差异的特异性菌群。筛选出 21种疾病相关的差异代谢产物，涉及 16条代谢相关

通路，苯丙氨酸代谢影响最显著。结论：逍遥抑激汤可能通过调控厚壁菌门、韦荣球菌等肠道菌群，调控苯丙氨酸代谢和组氨

酸代谢等通路以达到治疗 IBS-D的作用。
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To explore the mechanism of Xiaoyao Yiji decoction in the treatment of 
IBS-D by the 16s rRNA sequencing combined with metabolomics
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【Abstract】Objective：To investigate the mechanism of action of Xiaoyao Yiji decoction in the treatment of Diarrhea-predominant irri⁃
table bowel syndrome（IBS-D） by 16s rRNA sequencing combined with metabolomics. Methods：A total of 10 IBS-D patients who met 
the inclusion criteria in the outpatient clinic of the Department of Shaanxi Hospital of Chinese Medicine were enrolled，feces samples 
were collected before and after treatment by Xiaoyao Yiji decoction，the differences of intestinal flora composition and community struc⁃
ture，and screened differential flora were analyzed by the 16S rRNA. The differential expressed metabolites and pathways were 
screened and analyzed by fecal metabolomics analysis. Results：Xiaoyao Yiji decoction can significantly regulate the abundance of in⁃
testinal firmicutes，proteobacteria，actinomycetes，Bacteroides，Megamonas，Escherichia shigella，Bifidobacterium，P. pristrilla，and 
other flora in IBS-D patients and identify 21 disease-related differential metabolites involving 16 metabolism-related pathways，among 
which the pathway affects phenylalanine metabolism the most and histidine metabolism followed. With the Xiaoyao Yiji decoction treat⁃
ment，the gut microbiota in IBS-D patients had been changed as Firmicutes，Proteobacteria，Actinobacteria，Bacteroidetes in the phy⁃
lum level and Firmicutes increased significantly. Monelensis，Escherichia-Shigella，Bifidobacterium，Faecalibacterium，Blautia were 
the dominant flora. The diversity analysis showed that the species richness of the intestinal flora group decreased after the treatment，
but the evenness and diversity increased，and the community structure and composition were basically consistentdiversity. Negativ⁃

icutes，Veillonellales_Selenomonadales is specific flora with statisti⁃
cal differences between groups. Twenty-one disease-related differ⁃
ential metabolites were selected，involving in 16 metabolism-
related pathways，with the most prominent effects on phenylalanine 
metabolism. Conclusion：Xiaoyao Yiji decoction may achieve the 
therapeutic effect of IBS-D by regulating the intestinal flora of Fir⁃
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micutes and Veillonellales，regulating phenylalanine metabolism and histidine metabolism pathways.
【Key words】Xiaoyao Yiji decoction；Diarrhea-predominant irritable bowel syndrome；Intestinal flora；16s rRNA；metabolomics

肠易激综合征（irritable bowel syndrome，IBS） 
作为一种功能性肠病，常表现为反复发作的腹痛，

与排便相关或伴随排便习惯改变[1]，腹泻型肠易激

综 合 征（diarrhea-predominant irritable bowel syn⁃
drome，IBS-D）是罗马Ⅳ标准中最常见亚型[2]。IBS
发病机制尚不明确，但肠道菌群在其发生发展中起

重要作用，IBS-D患者肠道菌紊乱以乳酸杆菌、双歧

杆菌等有益菌的减少为主，条件致病菌如大肠杆

菌，有害菌如梭菌，以及拟杆菌门的相对丰度显著

增加，厚壁菌门相对减少，具体机制主要是通过破

坏肠黏膜屏障、激活黏膜免疫炎症反应、改变胃肠

道动力、影响脑-肠轴、增加内脏敏感、影响胆汁酸

代谢等[3]。
黄柳向等[4]探讨痛泻安脾汤对 IBS-D（肝郁脾虚

证）大鼠肠道菌群的影响，发现经治疗的大鼠粪便

中变形菌门、类杆菌门数量降低，厚壁菌门、放线菌

门、双歧杆菌属数量增加。连秋华等[5]用健脾合剂

治疗 IBS-D（脾虚型）小鼠，能使小鼠肠道菌群多样

性增加。上述研究表明，中医内治法可以促进 IBS-
D患者肠道内有益菌生长，恢复肠道菌群稳态，改善

肠道功能，但具体的作用机制还有待进一步研究。

课题组研制的逍遥抑激汤由痛泻要方和逍遥

散加味而成，前期临床研究发现逍遥抑激汤治疗

IBS-D的总有效率为 87.36%，明显优于马来酸曲美

布汀片，具有临床疗效好、不良反应少等优势[6]，但
具体作用机制尚未完全阐明。本研究拟应用 16s 
rRNA 测序技术联合粪便代谢组学，从肠道菌群与

代谢产物的层面探究逍遥抑激汤治疗 IBS-D 的作

用机制。

1　资料与方法

1.1　研究对象

本研究经陕西省中医医院伦理委员会审查批准，招募的

10例患者均来自 2021年 6月至 2022年 6月就诊于陕西省中

医医院脾胃科的 IBS-D患者。所有患者均已签署知情同意

书。IBS-D 患者符合罗马Ⅳ-IBS 诊断标准[7]，腹泻型（IBS-
D）为：≥25％的排便为松散（糊状）粪或水样便，硬粪或球粪<
25％的排便。

1.2　纳入与排除标准

纳入标准：年龄 18~85岁，符合中度至重度 IBS-D症状，

IBS 严重程度评分系统（IBS-SSS）评分≥175，患者接受胃肠

镜检查并排除其他胃肠道器质性疾病。排除标准：①存在全

身性疾病、免疫缺陷或使用免疫调节药物治疗；②怀孕、计划

怀孕或哺乳期；③接受过腹部手术，如阑尾切除术、胆囊切除

术、剖腹产子宫切除术；④严重的精神障碍，或酗酒或滥用药

物；⑤研究开始前 8周内使用益生菌或抗生素治疗；⑥在过

去 3个月内使用过治疗 IBS-D的药物；⑦因故未完成本方案

所规定的疗程及观察周期。

1.3　样本的收集与制备

采集患者治疗前后的粪便各 2~3 g，2 h 内送至实验室，

于-80 ℃低温冰箱保存；取 1~2 g粪便样本冻干，加入 100 μL
的80%甲醇水溶液匀浆，4 ℃，13 000 r/min，离心15 min，取上

清稀释至甲醇含量为53%；重复离心1次，上清液-80 ℃保存。

1.4　药品、来源及服用方法

逍遥抑激汤（白芍 15 g，椿皮 12 g，白术 15 g，泽兰 12 g，
茯苓 15 g，诃子 12 g，柴胡 12 g，山药 20 g，防风 12 g，芡实

20 g，白芥子 12 g，薏苡仁 20 g，陈皮 12 g，甘草 6 g）。所有招

募患者予以口服逍遥抑激汤，1天 1 剂，每次 200 mL，水煎早

晚分服，疗程4周。

1.5　16s rRNA测序及分析

实验包括粪便DNA提取和聚合酶链反应扩增、Illumina
高通量测序仪测序等，以 97% 的一致性进行操作性分类单

元（operational taxonomic units，OTUs）聚类，对 OTUs 的序列

进行物种注释，得到对应的物种信息和基于物种的丰度分布

情况。①α多样性分析：评价指数包括Chao1指数用于评估

菌群丰度、Shannon 指数和 Simpson 指数用于评估菌群的均

匀度和丰度。②β多样性分析：β多样性用于不同生态系统之

间多样性的比较，通过对样本距离矩阵进行聚类分析，构建

样本层级可视化差异。选用 LEfSe 分析对分组样本的物种

组成和群落结构进行差异显著性检验，在门和属水平上进一

步分析两组的微生物群落组成，确定丰度差异显著的物种。

1.6　非靶向代谢组学分析

实验基于液质联用液相色谱-质谱联用仪（liquid chro⁃
matograph mass spectrometer，LC-MS）技术进行非靶向代谢

组学研究，实验流程主要包括：样本的代谢物提取、LC-MS/
MS 检测以及数据分析等（图 1）。质谱仪：Q Exactive™ HF 
Thermo Fisher Germany；色谱仪：Vanquish UHPLC Thermo 
Fisher Germany；色谱柱：Hypesil Gold column（100 mm×2.1 
mm，1.9 μm） Thermo Fisher USA。代谢物进行多元统计分

析，包括主成分分析（PCA）、偏最小二乘法判别分析（PLS-
DA）等，揭示不同组别的代谢模式差异。利用层次聚类

（HCA）和代谢物相关性分析，揭示样本之间及代谢物和代谢

物之间的关系，通过代谢通路等功能分析解释代谢物相关的

生物学意义。

—— 1525



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 12 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.12 ）

2　结 果

2.1　16s RNA测序及肠道微生物群特征分析

高通量测序对 IBS-D治疗前、后组的肠道菌群组成结构

分别从菌门和菌属水平进行分析。门水平上厚壁菌门、变形

菌门、放线菌门、拟杆菌门发生明显改变，其中厚壁菌门是 2
组中最丰富的群落，占整个肠道菌的 90%以上（图 2A）；属水

平上巨单胞菌、志贺氏埃希氏菌、双歧杆菌、普拉梭菌、经黏

液真杆菌是 2组中的优势菌属，约占整个肠道菌的 40%以上

（图 2B）。Venn图直观属展示样本中OTUs组成的相似性和

特异性（图 2C），IBS-D 患者经逍遥抑激汤治疗前后的核心

OTUs 分别由 1 310 个和 1 185 个 OTUs 组成，其中 674 个

OTUs为两组共有。

2.2.1　α 多样性分析　与治疗前组比较，治疗后组的 Chao1
指数有降低趋势，Simpson 和 Shannon 指数有增加趋势，但

Simpson指数差异无统计学意义，提示与治疗前组相比，治疗

后肠道菌群物种丰富度有所减低，但均匀度和多样性均有所

增加（图3A~C）。

2.2.2　 β 多 样 性 分 析　 通 过 主 坐 标 分 析（principal co-
ordinates analysis，PCoA）评估了 2组样本菌群结构和组成中

的 β 多样性，前 2 个主成分分别解释了总变量的 40.74% 和

图 2　各组菌群相对丰度及 OTUs 的比较

图 1　LC-MS/MS 实验流程图
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20.93%的菌落结构在治疗前后的差异（图 3D）。β多样性指

数组间差异检验和 PCoA结果表明，治疗前组与治疗后组在

群落结构和组成上基本一致。

2.2.3　物种差异性分析　根据 LDA 值筛选出组间具有统

计学差异的特异性菌群并将结果进行可视化处理，制作

LDA值分布柱状图（图 4A）和 LefSe进化分支图（图 4B）。在

属水平上，与治疗前组相比，Negativicutes、韦荣氏球菌属的

相对丰度增多（图4A），与LefSe进化分支图（图4B）的分析结

果一致。

2.3　IBS-D患者代谢组学分析

2.3.1　筛选差异代谢产物　初步筛选出 IBS-D 患者逍遥抑

激汤治疗前后的 21种肠道差异代谢产物，其中 γ-谷氨酰蛋

氨酸、3-羟基-N6，N6，N6-三甲基-L-赖氨酸、2-苯乙胺、肉桂

烯、肌苷等含量上升，顺式N-乙酰基-L-羟脯氨酸、茄碱、6-
酮前列腺素 F1α、5-羟基苯甲酸、雄甾酮、甲基丙二酸、二羟

乙基甘氨酸、L-亮氨酸、3-羟基苯甲醇含量下降（表1）。

2.3.2　代谢物通路分析　将筛选出的 21种显著差异代谢物

导入 MetaboAnalyst 数据库中进行通路分析，获取到 16条代

谢通路，主要涉及抗坏血酸和醛酸代谢、苯丙氨酸代谢、嘌呤

代谢、组氨酸代谢、柠檬酸盐循环（TCA 循环）、β-丙氨酸代

谢等通路，其中苯丙氨酸代谢影响因子最高，组氨酸代谢次

之（图5）。

图 4　LDA 值分布柱状图和 LefSe 进化分支图

图 3　IBS-D 患者肠道菌群 α、β 多样性分析
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3　讨 论

IBS-D 是一种常见的慢性功能性疾病，其病因

和发病机制尚不清楚，一般认为是胃肠动力异常、

内脏感觉异常、脑肠轴异常和精神心理等多种因素

共同作用的结果。研究表明中医药能够通过改变

肠道菌群丰度、调节机体免疫反应、增强肠道黏膜

屏障、降低肠道高敏感性、缓解肠道痉挛状态、改变

肠道代谢产物等途径起到治疗 IBS-D的作用[8]。

中医学研究表明 IBS-D 的基本致病机制多为

肝郁脾虚，与现代医学的肠道菌群失调、内脏高敏

感性等机制存在相关性。逍遥抑激汤由痛泻要方

合逍遥散加味而成，痛泻要方出自《丹溪心法》，具

有调和肝脾、补脾柔肝、祛湿止泻之功效，而经典名

方逍遥散出自《太平惠民和剂局方》，由柴胡、当归、

白芍、白术、茯苓、炙甘草、薄荷等 8味药组成，治疗

抑郁症疗效确切[9-10]。

张建峰等[9]以 IBS-D 大鼠为研究对象，检测大

鼠肠道菌群在痛泻要方治疗前后的变化，在门水平

上，痛泻要方组增加了厚壁菌门、拟杆菌门的种群

丰度，有效降低含较多致病菌的变形菌门丰度，且

改善程度大于双歧杆菌组，而在属水平上，痛泻要

方组较模型组增加了巨单胞菌属、劳特氏菌属种群

丰度，有效降低了寡养单胞菌属丰度。张静宜[11]使

用双歧杆菌三联活菌胶囊与加味逍遥散联合治疗

表 1　IBS-D 治疗前组与治疗后组差异代谢产物

模式

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

正离子

负离子

负离子

负离子

负离子

负离子

差异代谢产物

γ-谷氨酰蛋氨酸

3-羟基-N6，N6，N6-三甲基-L-赖氨酸

N-乙酰基-L-羟脯氨酸

2-苯乙胺

肉桂烯

肌苷

茄碱

L-组氨酸

6-酮前列腺素F1α
胆碱

7-甲基鸟嘌呤

5-羟基苯甲酸

雄甾酮

甲基丙二酸

二羟乙基甘氨酸

L-亮氨酸

3-羟基苯甲醇

顺式乌头酸

二磷酸腺苷核糖

D-葡萄糖酸

假尿苷

分子式

C10H18N2O5S
C9H20N2O2
C7H11NO4
C8H11N
C8H8
C10H12N4O5
C27H43NO
C6H9N3O2
C20H34O6
C5H13NO
C6H7N5O
C10H9NO3
C19H30O2
C4H6O4
C6H13NO4
C6H12O3
C7H8O2
C6H6O6
C15H23N5O14P2
C6H10O8
C9H12N2O6

RT/min
4.859
1.240
1.504
5.039
5.039
3.168
5.834
1.188
6.232
1.288
1.868
5.554

10.454
1.468
1.335
5.698
5.177
5.187
1.499
1.396
2.033

m/z
279.100 6
189.159 2
174.075 8
122.096 5
105.070 1
269.087 5
398.340 9
156.076 4
371.241 5
104.107 2
166.072 0
192.065 1
273.220 6
254.087 6
164.091 4
133.085 5
123.045 2
173.009 1
558.064 4
209.030 1
243.062 1

FC
6.833 864
9.247 846
0.069 040

17.578 690
17.471 760
2.951 667
0.066 144

26.090 200
0.676 930
4.604 497
2.671 757
0.046 356
0.362 630
0.149 024
0.264 889
0.477 627
0.255 030
2.978 449
8.712 523
2.510 342
3.307 353

P 值
0.000 243
0.000 871
0.007 585
0.014 666
0.014 916
0.017 664
0.018 855
0.021 095
0.025 759
0.028 403
0.031 870
0.032 463
0.032 570
0.042 238
0.044 404
0.048 574
0.008 525
0.018 641
0.032 521
0.037 290
0.039 454

VIP
2.371 967
2.240 063
2.085 196
1.884 990
1.884 070
1.944 543
1.863 329
1.965 289
1.931 162
1.866 697
1.726 592
1.825 829
1.716 735
1.682 944
1.651 507
1.615 987
2.172 820
2.038 900
2.034 604
1.861 331
1.840 557

up/down
up
up

down
up
up
up

down
up

down
up
up

down
down
down
down
down
down

up
up
up
up

图 5　逍遥抑激汤调节 IBS-D 代谢通路分析图
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肠易激综合征患者治疗后，观察组乳酸杆菌、双歧

杆菌水平高于对照组，肠杆菌、肠球菌与酵母菌水

平低于对照组。

逍遥抑激汤治疗的 IBS-D 患者肠道菌群在门

水平上厚壁菌门、变形菌门、放线菌门、拟杆菌门有

显著变化，在属水平上巨单胞菌、志贺氏埃希氏菌、

双歧杆菌、普拉梭菌、经黏液真杆菌是优势菌属。

拟杆菌门与厚壁菌门不仅能够促进碳水化合物的

代谢与能量的吸收[12]，还能够生成肠道自由基清除

剂及炎症调节因子，抑制肠道的氧化应激与炎症反

应，有效阻止胃肠疾病的发生与发展[13]。巨单胞菌

属相对丰度与结直肠息肉发病风险增大呈负相

关[14]。赵悦等[15]发现脾虚型 IBS-D小鼠肠道乳酸菌

属减少，拟杆菌属、志贺氏埃希氏菌属、克雷伯氏菌

属增多。Miquel S等[16]通过实验发现普拉梭菌能够

增加 IBS 患者肠上皮细胞中水闸蛋白-2 的表达强

化肠上皮屏障，缓解 IBS 患者肠道症状。经黏液真

杆菌、普拉梭菌均为有益肠道共生菌的重要成员，

在健康人肠道中含量最高，占肠菌总数 5%以上[17]，

是最重要的产生丁酸盐的细菌，经黏液真杆菌亦可

利用碳水化合物代谢产生丁酸[18]，而丁酸是肠上皮

细胞修复重要的能量来源，可通过调控肠上皮细胞

增殖保持肠黏膜屏障的完整性。乳酸菌是人肠道

数量庞大、功能重要的一类细菌，它们通常被视为

益生菌的主要群体[19]，在某些病理条件下，在腹泻病

人粪便中乳酸含量增高，浓度可达 20 mmol/g[20]，而

乳酸利用菌群容易紊乱，容易导致乳酸积累，乳酸

积累又进一步加重恶化肠炎，并且可能诱发其他疾

病。乳酸利用菌种类繁多，目前已经发现的主要有

巨球型菌属、韦荣球菌属、月形单胞菌属、丙酸杆菌

属和厌氧弧菌属，而本研究中逍遥抑激汤能增加韦

荣氏球菌的丰度，并且具有明显差异。

代谢组学可用于研究生物体内源性代谢产物

的种类、数量以及其在内外因素作用下的变化规

律，反映生物体代谢物动态变化的规律[21]。陈璇

等[22]探索痛泻要方对 IBS-D肝郁脾虚证大鼠粪便中

内源性代谢产物的影响的实验中发现痛泻要方治

疗 IBS-D的作用可能是通过调节脱氧胆酸、γ-生育

三烯醇、羧异环磷酰胺、25-乙酰基葡萄糖苷、次黄

嘌呤、黄嘌呤等代谢物质水平，影响精氨酸生物合

成、色氨酸代谢、次级胆汁酸生物合成、泛醌和其他

萜类醌生物合成、胆汁分泌、嘌呤代谢等相关代谢

途径实现的。而在大鼠抑郁模型中，与模型组相

比，逍遥散能显著升高苯丙氨酸、酪氨酸、谷氨酸、

谷氨酰胺和脯氨酸的水平，显著降低天冬酰胺、乳

酸和丙酸的水平[11]。逍遥抑激汤治疗 IBS-D主要涉

及苯丙氨酸代谢通路、组氨酸代谢通路等。苯丙氨

酸是宿主所必需的 8种氨基酸之一，除参与构成组

织蛋白外，也是宿主和微生物代谢的主要前体，对

宿主的生长发育以及新陈代谢起重要作用[23]。蛋氨

酸的一碳代谢物 S-腺苷甲硫氨酸是控制肠道代谢

稳态的关键介质，同时也是维持肠道干细胞活性的

重要调节因子[24]。蛋氨酸通过调控 Wnt/β-catennin
和mTORC1等信号通路的转导，保护肠上皮结构和

功能的完整性[25]，其代谢产物可以促进细胞增殖，增

强细胞免疫功能，加速肠黏膜的快速更新和再生[26]。

综上所述，逍遥抑激汤可能通过调控厚壁菌

门、变形菌门、放线菌门、拟杆菌门及巨单胞菌、志

贺氏埃希氏菌、双歧杆菌、普拉梭菌的分布和丰度，

影响苯丙氨酸代谢等物质的代谢，进而达到治疗

IBS-D的作用。
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